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!摘要"!目的#观察控制性降压下不同程度失血对大鼠海马 NV$ 区细胞凋亡的影响$ 方法#%P 只

[=大鼠随机分成对照组"N组#和控制性降压组 "\组 # !组内按失血量占全身血容量的百分比不同各

分为 % 组'N
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组 " "#c组 # &N

%

!\

%

组 " %#c组 # $ \组泵入硝普钠复合艾司洛

尔控制性降压至平均动脉压 &# j&& 00\;!稳定 $# 0:1 后维持此时泵速并开始放血!N组泵注生理盐

水!放血过程同 \组!均 P# 0:1 后复压$ 用免疫组织化学法检测存活 "M ' 大鼠海马 NV$ 区 ,A?J" 和

A>/)>/2J% 蛋白表达!S6XI5法检测凋亡细胞$ 结果#_A?J" 和 A>/)>/2J% 的平均光密度值 \

%

组高于 N

%

组

"=l#.#& # ! S6XI5检测的凋亡细胞 \

%

组多于 N

%

组"=l#.#& # $ 结论#控制性降压下大鼠失血 %#c

可诱导海马 NV$ 区细胞凋亡的发生$
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=7D#$#.%3P3 *K.://1.$PQ"JQ%MQ."#$#.#$.##3

9&&$(#%&.$<%''."-$%+($CC")%)#%1*1*+.*))%("<)"C

04$ '$-*%+%&'"#13+2$'(%+#'%CC$2./)%#$+1*%+

=6VX_:1# NVD\B1;G2:#OVXU]21K:2

!6#789%:#$%';<$#5%)#5+'>'?3#@+8$?38 A'57+%8>#"#$%98>&'(%) *$+,#95+%3#")8$?5)8 M$###R #")+$8"

4;1#'"(#$!?;@$(#*A$!SB2+)?BC2('22TT2A(BT'20BCC'>;2B1 A2??>)B)(B/:/:1 ('2':))BA>0J

)>?NV$ C2;:B1 BTC>(/91@2CAB1(CB??2@ '-)B(21/:B1 !N\".B$#.%21!V(B(>?BT%P [)C>;92=>G?2-

C>(/G2C2C>1@B0?-@:Y:@2@ :1(B" ;CB9)/$ UCB9) N!G:(' 1BN\" >1@ UCB9) \!G:(' N\".VAABC@J

:1;(B@:TT2C21(C>(:B/BT,?BB@ ?B//(B(B(>?,?BB@ YB?902# UCB9) N>1@ UCB9) \G2C2C2@:Y:@2@ :1(BP

/9,;CB9)/!P :1 2>A' ;CB9) " $N

$

#\

$

! $#c" %N

"

#\

"

! "#c" %N

%

#\

%

! %#c".D1@9A2@ ,-/BJ

@:901:(CB)C9//:@2>1@ 2/0B?B?# ('202>1 >(2C:>?)C2//9C2:1 UCB9) \G>/@2AC2>/2@ (B&# j&& 00J

\;>1@ H2)(TBC$# 0:19(2/# >1@ ('21 ,?BB@ ?B//G>//(>C(2@# H22):1;('2)90) /)22@.]:('B9(

N\# ('2/>02/(-?2BT'20BCC'>;2G>/)2CTBC02@ :1 UCB9) N.S'2>(2C:>?)C2//9C2G>/:1AC2>/2@ P#

0:19(2/?>(2C>T(2C('2'20BCC'>;2.I+)C2//:B1 BT,A?J" >1@ A>/)>/2J% )CB(2:1 G>/@2(2A(2@ ,-:009J

1B':/(BA'20:A>?02('B@# >1@ >)B)(B/:/A2??/G2C2@2(2A(2@ ,-S6XI5/(>:1:1;.5$13C#1!S'2>Y2C>;2

B)(:A>?@21/:(-BT,A?J" >1@ A>/)>/2J% G>/':;'2C:1 UCB9) \

%

('>1 ('>(:1 UCB9) N

%

!=l#.#& ".

S'2C2G2C20BC2>)B)(B/:/A2??/2+>0:12@ ,-S6XI5:1 UCB9) \

%

('>1 :1 UCB9) N

%

!=l#.#& ".

0%+(C31*%+!S':C(-)2CA21(,?BB@ ?B//91@2CAB1(CB??2@ '-)B(21/:B1 A>1 :1@9A2A2??>)B)(B/:/:1 ':))J

BA>0)>?NV$ C2;:B1 :1 C>(/.

D$/ E%'21$!AB1(CB??2@ '-)B(21/:B1%!'20BCC'>;2%!>)B)(B/:/

%P



中南大学学报!医学版"#"#$##%&!$"!!'(()$**+,-+.+-/0.12(

!!控制性降压期间伴发大量失血时有发生#硝

普钠尽管能维持良好的脑灌注&$'

#但失血到一定

程度时脑血流量可能不能维持#可能造成脑缺

血 - 以往低血压引起的脑损伤研究多以术时的

脑血流量 .脑电活动 .脑氧合状态 .脑能量代谢 .

脑脊液生化物质等变化来评价&"JM'

- 本研究从细

胞凋亡角度#观察硝普钠复合艾司洛尔控制性降

压期间不同程度失血后大脑脑缺血事件的发生 #

了解控制性降压下大脑对失血的耐受能力 -

FG材料与方法

$.$!实验动物及分组

健康清洁级成年雄性 [=大鼠 %P 只 #体质量

"P# j%&# ;#随机分为对照组!N组 "和控制性降

压组!\组 " #各组内按失血量占全身血容量的百

分比不同各分为 % 组$ N

$

#\

$

组 ! $#c组 " %N

"

#

\

"

组 ! "#c组" %N

%

#\

%

组! %#c组" #每组 P 只 -

$."!动物模型的建立

$#c水合氯醛腹腔麻醉#保留自主呼吸 - 右

侧股动脉置管#用于直接测压和抽取动脉血气 %

双侧股静脉置管#左侧 \组输入降压药物 .N组

输入生理盐水#右侧回输液体复苏 - 白织灯照射

维持肛温在 %P j%Q.& e - 完成置管后抽取动脉

血液! #."& 05"行血气分析#7! 7

"

" l3# 00\;

者不纳入以下实验 - 稳定 $# 0:1 后# N组以 "

05*' 速度持续泵注生理盐水 #\组泵入 #.#"c

硝普钠和 #."c艾司洛尔混合液降压#降压速度

小于 $# 00\;*0:1# 调 节 泵 速 将 平 均 动 脉 压

!02>1 >(2C:>?)C2//9C2#<V̂ "降至 &# j&& 00\;并

稳定#此后维持此时泵速不变 - $# 0:1 后各组从

股动脉放血#以全身血容量 P# 05*H;体质量计

算&&'

!失血量包括动脉血气用血及操作失血 " #速

度控制在 $# j$& 0:1 - 观察 P# 0:1 后 N组停止

输注生理盐水 .\组停止降压#再次抽取动脉血

液 ! #."& 05" 行血气分析并回输 Pc羟乙基淀

粉#<V̂ 回 升 至 &# 00\;以 上 维 持 $ ' # 缝 合

伤口 -

$.%!"M ' 后行脑组织取材及处理

$#c水合氯醛腹腔麻醉#常规胸腹联合切口#

灌注针从心尖直入主动脉根部#依次用生理盐水

和 Mc多聚甲醛 _̂[ 溶液!M e"灌注固定#取出脑

组织常规脱水石蜡包埋- 于视交叉后 $ 00及 M

00间冠状切开#取中间块切片#片厚 M

"

0-

$.M!苏木素伊红 " \I# 染色光镜下观察海马

NV$ 区细胞形态

海马组织石蜡切片烤片后常规用二甲苯脱

蜡 #各级乙醇至水洗#苏木素染色 & 0:1 #自来水

稍洗#$c盐酸酒精分化 "# /后自来水冲洗#继用

$c稀氨水反蓝 %# /#蒸馏水冲洗 $& 0:1#伊红液

染色 % 0:1#自来水冲洗 $ 0:1#后再常规乙醇脱

水 #二甲苯透明#中性树胶封片 #光镜下观察结

果$细胞核深蓝色#胞浆等呈深浅不等的红色 -

$.&!免疫组织化学法分析 ,A?J" 和 A>/)>/2J% 蛋

白的表达

海马组织石蜡切片常规脱蜡至水后 #先用

%#c \

"

7

"

蒸馏水稀释 $# 倍后温孵育 & j$# 0:1#

以灭活内源性酶#蒸馏水冲洗 " 0:1 d% 次 %浸入

#.#$ 0B?*5枸橼酸盐缓冲液微波炉加热至沸腾

后断电#间隔 & 0:1 后重复 " 次#待冷却后 _̂[ 洗

涤 & 0:1 d" 次 % &c牛血清白蛋白 ! ,BY:12/2C90

>?,90:1"封闭液覆盖 !室温 " #"# 0:1 后甩去多余

液体#不洗 %滴加 ,A?J" 一抗 ! $g$## " ! [>1(>NC9Z

公司"或 A>/)>/2J% 一抗! $g$## " ! N2??[:;1>?:1;公

司 " #M e孵育过夜#用 _̂[ 洗涤 " 0:1 d% 次#阴

性对照用 _̂[ 代替一抗 %滴加生物素化山羊抗小

鼠 D;U#%Q e孵育 $& 0:1# _̂[ 洗涤 " 0:1 d% 次 %

滴加 链 霉 亲 和 素J生 物 素J过 氧 化 物 酶 复 合 物

!/(C2)(>Y:Y:1J,:B(:1 AB0)?2+# [V_N"试剂 #%Q e孵

育 "# 0:1# _̂[ 洗涤 & 0:1 dM 次 %新鲜配置的二

氨基联苯胺 ! % # %sJ@:>0:1B,21Z:@:12#=V_" 室温显

色 #镜下控制反应时间#蒸馏水冲洗#苏木素复

染#脱水#透明#封片#光镜观察 - 阳性产物采用

<DV[ 医用图像分析管理系统测定的平均光密度

值表示 - 每例标本选择两张切片 #每张切片随机

检测不重复的 M 个视野#取均值 -

$.P!细胞凋亡检测

海马组织石蜡切片常规脱蜡至水后#用蛋白

酶 b溶液室温孵育 "# 0:1# _̂[ 洗涤 & 0:1 d"

次 ##.%c \

"

7

"

甲醛溶液室温孵育 %# 0:1#阻断

内源性过氧化物酶#通透细胞#然后用 _̂[ 洗涤 &

0:1 % _̂[ 洗涤 " 次# 拭 干 样 本 周 围 的 水# 滴 加

S6XI5反应液!北京中山生物技术有限公司" !阴

性对照用阴性反应液代替 " #加盖盖玻片#于湿盒

MP
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中 %Q e孵育 P# 0:1 % _̂[ 冲洗 & 0:1 d% 次#拭干

样本周围的水#加入转化剂Ĵ7=#加盖盖玻片 #于

湿盒中 %Q e孵育 %# 0:1 # _̂[ 冲洗 & 0:1 d% 次 %

加入 =V_底物溶液#室温孵育 "# 0:1 # _̂[ 冲洗 &

0:1 d% 次#苏木素轻度复染后封片 - 光镜下随机

观察 & 个不重叠的视野#计数海马 NV$ 区 S6XI5

阳性细胞数和细胞总数#计算凋亡指数 ! >)B)(B/:/

:1@2+#VD" #VDkS6XI5阳性细胞数*细胞总数d

$##c-

$.Q!统计学处理

计量资料正态分布数据用 Lr5表示 #非正态

分布数据用 <! iW"表示 - 符合正态和方差齐性

条件者组内比较用单因素方差分析 #两两比较用

[XbJW检验 #组间比较采用两独立样本 %检验#不

符和条件时组内比较用 bC9/H>?J]>??:/A检验#组

间采用 ]:?AB+B1 秩和检验 - 采用 [ [̂[$%.# 统计

软件分析#=l#.#& 为差异有统计学意义 -

JG结GG果

".$!<V̂ 变化

各组大鼠建立监测后基础 <V̂ 值各组间无统

计学差异 ! =n#.#& " %N

$

#N

"

#N

%

#\

$

#\

"

#\

%

组

<V̂ 值 ! 00\;" & <! iW"表示 '分别为 QQ ! %3 j

3R" #Q# !MM jRP " #%P ! %" jQ" " #MP ! %3 j&& " #M%

!%% jM3 " #%% ! "R j%& " 00\;#其中 N

%

组较 N

$

组.N
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组 低 !=l#.#&" # \
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组 较 \

$

组. \
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组 低

!=l#.#&"% \

$

组与 N

$

组比较.\

"

组与 N

"

组比较.

\

%

组与 N

%

组比较#前者较后者低!=l#.#& " -

"."!动脉血血气分析

各组大鼠麻醉后的基础血气各组间无统计学差

异#第 " 次动脉血血气中#\A(值 \

%

组与 \

$

组比较差

异有统计学意义!=l#.#&"%_I值 N

%

与 N

$

组.N

"

组

比较差异有统计学意义!=l#.#&"#\

%

组较N

%

组.\

$

组.\

"

组比较差异有统计学意义!=l#.#&#表 $"-

表 FGQ 亚组第 J 次动脉血气$& ['%

6";IFG:$(%+2"'#$'*"C;C%%2-"1&'%<Q 13;-'%3)1$& ['%

项目
N组

N

$

组 N

"

组 N

%

组

\组

\

$

组 \

"

组 \

%

组

)\ Q.%% r#.#$ Q.%$ r#.#% Q."R r#.#R Q.%M r#.#" Q.%" r#.#$ Q."R r#.#P

7!N7

"

"*00\;

M$.3 r%.P MM.Q rM.& M$.# r%.P MQ.$ r".R MM.M rQ.# MM.& rM.M
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"

*c

3%.Q r".M 3P.# r".M 3M.Q r".$ 3&.3 r#.R 3&.R r".M 3%.M r".P

7!7

"

"*00\;

3R.& r".Q $#$.$ rM." 3&.# rM." 3R.M rM.Q 3&.% r%.R 33." r&.P

\A( #.%R r#.#M #.%P r#.#M #.%% r#.#M #.%Q r#.#" #.%M r#.#%

#.%$ r#.#%

&

\,*!;*@5" $".% r$.M $$.& r#.Q $$.# r$.# $$.R r#.P $$.$ r$." $#.% r#.&

_I 4#.Q r$.& 4#.& r$.%

4&.# r%."

"%

4#.P r$.# 4M.$ r$.P

43.3 r$.R

&

m

'

X>

f

*!00B?*5"

$M#.& rM.# $%Q.R r$." $%3.M r".% $%3." r$.3 $%R.P r".$ $%R.# r".%

!![>7

"

$ 饱和度%_I$碱剩余% \A($红细胞比- 与N

$

组比较#

"

=l#.#&%与N

"

组比较#

%

=l#.#&%与 \

$

组比较#

&

=l#.#&%与 \

"

组比

较#m =l#.#&% 与N

%

组比较#

'

=l#.#&-

".%!生存率

\

%

组死亡 $ 只#于术后 $" ' 内死亡#尸解无

异常发现 #其余组均存活 -

".M!\I染色光镜下观察海马 NV$ 区细胞形态

\

%

组存活者海马 NV$ 区不同程度细胞数目

减少 #部分细胞外形皱缩不规则#与周围间隙不

清楚 #间质水肿#核固缩深染 - 其余组大鼠海马

NV$ 区神经细胞形态规整#排列整齐 #胞核大而

圆 #核仁位于胞核中间清晰可见#细胞周围间隙

清楚 !图 $ " -

".&!免疫组织化学方法分析 ,A?J" 和 A>/)>/2J%

蛋白表达

_A?J" 蛋白表达阳性为胞浆成均匀棕黄色 -

各组均有阳性表达#以 \

%

组染色最明显#与 N

%

组 .\

$

组 . \

"

组比较差异有统计学意义 ! =l

#.#& " !表 " #图 " " %A>/)>/2J% 蛋白表达阳性为胞

浆染成棕黄色#N组和 \

$

组 .\

"

组均有少量阳性

表达#\

%

组阳性细胞增多#较 \

$

组 .\

"

组比较差

异有统计学意义 ! =l#.#& " #与 N

%

组比较差异

有统计学意义 !=l#.#$ " !表 " #图 % " -

&P
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表 JGQ 亚组;(COJ 和("1)"1$OK 平均光密度值!B$b5%"

6";IJGB$"+%)#*("C2$+1*#/ %&;(COJ "+2("1)"1$OK &'%<Q 13;-'%3)1!B$b5%"

项目
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N

$

组 N

"

组 N

%

组

\组

\
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组 \

"

组 \

%

组

_A?J" #."R!#.$$ j#."3" #."$!#.$& j#.%M" #."#!#.$Q j#."M" #.""!#.$$ j#.M"" #."#!#.$& j#.M&"

#.M#!#.%M j$.#M"

"%

m

N>/)>/2J% #.$3!#.$% j#.M%" #."P!#.$" j#.M%" #."$!#.$P j#.%%" #."$!#.$& j#.%R" #.""!#.$& j#.QR"

#.%%!#."& j#.QR"
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mm
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组比较#
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=l#.#&%与\
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组比较#
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=l#.#&% 与N

%

组比较#m =l#.#&#mm =l#.#$-

图 FGH9染色光镜下海马04F 区细胞形态' V$ N

$
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组%N$ N
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组%=$ \
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"
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%N$UCB9) N

%
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$
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"
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%

.

图 JG免疫组织化学法检测;(COJ 表达' V$ N

$

组%_$ N

"

组%N$ N

%

组%=$ \

$

组%I$ \

"

组% $̀ \

%

组-

U*-IJG9N)'$11*%+%&;(COJ *+.*))%("<)"C04F '$-*%+;/ *<<3+%.*1#%(.$<*("C"+"C/1*1IV$UCB9) N

$

%_$UCB9) N

"

%N$UCB9)

N

%
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$
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".P!S6XI5分析海马NV$ 区细胞的凋亡

S6XI5阳性表达为细胞核成棕黄色 #N

$

组 .

N

"

组 .N

%

组和 \

$

组 .\

"

组海马 NV$ 区偶见散

在阳性细胞 #\

%

组阳性细胞略增多 #VD依次为

!".P r".& "c #!".3 r".# "c# ! &.M r"." "c#

!%.$ r"." "c#!&.$ r%.# "c#! $P.% r&.Q "c-

\

%

组与 N

%

组 .\

$

组 .\

"

组比较差异有统计学意

义 !=l#.#& " !图 M " -

图 KG免疫组织化学法检测("1)"1$OK 表达' V$ N

$

组%_$ N

"

组%N$ N

%

组%=$ \

$

组%I$ \

"

组% $̀ \

%

组-

U*-IKG9N)'$11*%+%&("1)"1$OK *+.*))%("<)"C04F '$-*%+;/ *<<3+%.*1#%(.$<*("C"+"C/1*1IV$UCB9) N

$

%_$UCB9) N

"

%N$

UCB9) N

%

%=$UCB9) \

$

%I$UCB9) \

"

% $̀UCB9) \

%

.

图 LG6T=98分析法检测海马04F 区凋亡细胞' V$ N

$

组%_$ N

"

组%N$ N

%

组%=$ \

$

组%I$ \

"

组% $̀ \

%
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硝普钠能直接扩张脑血管#用于控制性降压

期间脑血流量不一定减少甚至增多时维持脑血

流量&$'

#临床上艾司洛尔常与之配伍合用 #以抑

制硝普钠心跳反射性增快等缺点&P'

- 降压期间

伴发大量失血后 #失血到一定程度时脑血流量可

能不能维持 #并可能造成脑损伤 - 近年来证实亚

致死性脑缺血与细胞凋亡发生有关&Q'

#而海马

NV$ 区神经元对缺血选择性敏感#本研究选择该

区为观察对象 -

细胞凋亡由许多因素激发#由一系列基因控

制 !如即早基因&R'

.A>/)>/2家族&3'

. ,A?J" 家族&$#'

等" #并有新合成的蛋白质参与#为细胞主动死亡

过程 - _A?J" 即 _细胞淋巴瘤*白血病J" 基因#是

脑缺血*再灌注细胞凋亡调控基因的基本成员 #

可抑制多种因 素介导的细胞凋亡# 保护神经

元&$#'

- 大量脑缺血再灌注损伤的研究表明# ,A?J

" 的高表达可减少细胞凋亡的发生&$$'

- N>/)>/2J%

即半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋白酶J% #是多种凋

亡途径的必经之路 #是 A>/)>/2级联反应的核心执

行者 - 在沙土鼠双侧颈总动脉结扎 $# 0:1 造成

全脑缺血模型 #A>/)>/2J% 的酶活性增高&$"'

- [=

大鼠单测颈总动脉结扎同时放血维持全身 <V̂

M# 00\;#维持此过程 M& 0:1 #再灌注 "M ' 时芬

太尼 X

"

7麻醉组海马组织观测到活化的 A>/)>/2J

% 染色阳性细胞 &Q'

-

本实验 \

%

组在再灌注后 "M ' 时检测到大量

,A?J" 表达#提示控制性降压维持 <V̂ &# j&&

00\;后失血 %#c可诱导海马 NV$ 区在再灌注

早期 ,A?J" 蛋白表达#以保护该区缺血神经元 -

但同时检测到 A>/)>/2J% 的表达及 S6XI5染色阳

性细胞 #说明 \

%

组存在脑灌注不足#有缺血性损

害发生 - _A?J" 高表达并未能单一逆转细胞凋亡

的命运#可能与脑缺血的程度有关 - 有研究者将

N&Q_?>AH *NCKP 鼠前脑缺血 % #P #R 0:1#均再灌注

MR ' 发现 #,A?J" 蛋白表达在缺血 % 0:1 组较对照

组没有上升#而在缺血 P 0:1 组大为增多#在缺血

R 0:1 组也有增多#但此时已检测到 S6XI5表达

阳性细胞&$%'

-

本实验 \

$

组和 \

"

组控制性降压并发 $#c

和 "#c失血#未诱发海马 NV$ 区细胞凋亡的发

生# [)2CC-等&$M'也曾报导用硝酸钠将大鼠 <V̂ 降

至 &# 00\;维持 $# 0:1 后再放血 "#c #继续维

持降压药物泵速不变 #检测到其脑血流量并无减

少 - \

%

组海马 NV$ 区细胞凋亡的发生证实有脑

缺血反应 - 同为失血 %#c #在 N

%

组平均 <V̂ 水

平仍能维持脑血液灌注 #\

%

组平均 <V̂ 低于 N

%

组 - 当血压进一步降低时 #脑血管自身调节减

弱 #硝普钠的这种较好保持血流量的作用已不能

起作用#脑血流量随 <V̂ 的降低呈显著线性减

少 - 另外#\

%

组 _I值与 N

%

组比较差异有统计

学意义 !=l#.#& " #说明此时发生了能量代谢紊

乱 - <:A'21T2?@2C等&$&' 在狗的控制性降压研究中

发现 #当脑灌注压低到一定程度时#低血压对脑

能量代谢的影响与所用的降压药物或方法已没

有关系 - 故 \

%

组维持了 P# 0:1 的低灌注状态使

脑组织发生了脑损伤#诱导海马 NV$ 区细胞凋亡

的发生 -

综上 #硝普钠复合艾司洛尔控制性降压下大

鼠失血 %#c可诱导海马 NV$ 区细胞凋亡的发

生 #即降压下大脑不能耐受 %#c的失血 #从脑保

护角度考虑#失血 %#c可能为控制性降压下失

血的阈值 - 同时#控制性降压和失血双重作用下

所致 \

%

组 <V̂ %% 00\;可能为脑损伤的危险信

号 - 临床实施控制性降压时应密切监测降压的

<V̂ 及术中失血量#以避免脑缺血的发生 -
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